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摘  要 
转录的调控过程影响着细胞的分化、基因表达等重要生命过程。近年来伴随
着高通量等基因组学技术的发展，研究人员可以在全基因水平上研究基因转录的
调控。真核基因的转录过程至少可以分为四个阶段：转录前起始复合物的组装、
转录起始、转录延伸以及转录终止。随着高通量测序等技术的发展，生物学家对
于转录调控的理解也发生了巨大变化。一直以来研究人员把研究转录调控的重点
放在转录的起始，认为转录的起始过程才是转录的唯一限速步骤，然而越来越多
的试验证据表明转录的延伸过程也是转录重要的调控限速步骤。在许多基因转录延
伸过程中，RNA 聚合酶 II 在启动子附近会出现暂停的现象（RNA Pol II promoter 
proximal pausing），目前研究人员认为对这一过程的调控是转录延伸调控过程中
非常关键的步骤，其对细胞分化、生长发育都具有重要意义。虽然目前对于 RNA 
Pol II 转录暂停的的详细分子机制还有争论，但是普遍认为：DISF 和 NELF 这两
种负性转录因子和 RNA Pol II 在启动子区的结合是 Pol II 暂停所必须的。Pol II
暂停的释放需要 P-TEFb 的作用，大量证据表明 Brd4 和 SEC 都可以招募 P-TEFb
并调控转录延伸的过程，但是对于其详细分子机制目前并不清楚，而且目前用于
研究 RNA Pol II 转录暂停释放分子机制的方法非常局限。1）我们通过 ChIP-Seq
方法发现了 Brd4 和 SEC 共同调控 RNA Pol II 转录暂停释放这一机理。2）我们
在实验过程中发现了 HMBA 可以作为研究 RNA Pol II 暂停释放的药物模型。3）
在 HMBA 药物模型的基础上我们分别在检测 DNA，蛋白质水平上建立了 ChIP-
Silverstaining,LSEN 细胞组分分离方法，可以更为便捷高效的研究 RNA Pol II 启
动子区转录暂停释放的详细分子机制。 
 
 
关键词： ChIP-Seq；Brd4 和 SEC；Pol II 暂停释放 
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Abstract 
Transcription regulation plays an important role in cell differentiation and gene 
expression. Recently, followed by the development of NGS techniques, researchers can 
easily study transcriptional regulation on the scale of the entire genome. In eukaryotes, 
transcription cycle can be divided into 4 steps such as assemble of PIC (pre-initiation 
complex), the initiation of transcription, productive transcriptional elongation and the 
termination of transcription. The scientific views toword transcriptional regulation have 
been changed a lot under the help of NGS technology. For a long time researchers pay 
much attention on the process that recruits Pol II to promoter and then initiates RNA 
synthesis. More and more data proved that elongation is also an important regulation 
platform during the transcription cycle. 
During elongation, Pol II promoter-proximal pausing is a very important 
regulation step, PTEF-b can release this pausing. There are two forms of P-TEFb in 
cells: inactive P-TEFb (7SKsnRNP) and active P-TEFb. For active P-TEFb, there also 
are two forms of complex: Brd4-P-TTEFb and SECs. 
In this study, we find HMBA can globally induce RNA Pol II pausing release. 
Base on this drug model, we find Brd4 and SEC can co-regulate RNA Pol II pausing 
release. We also established two methods(ChIP-Silver staining、LSEN)which can study 
RNA Pol II pausing release easily and conveniently. Those two methods are very 
helpful to our following study on RNA Pol II pausing and release molecular mechanism.  
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第 1 章  前言 
在真核生物中基因的转录是由三种独立 RNA 聚合酶完成的，分别是 Pol I, 
Pol II,和 Pol III，而其中 mRNA 和 snRNA 的转录是由 RNA Pol II 负责。在 RNA
的合成过程中可以分为起始，延伸和终止三个过程。其中延伸过程是重要的调控
步骤，延伸过程是不连续的过程。转录起始后 Pol II 可以有四个选择：继续 RNA
的合成、转录暂停、反方向转录、或者终止转录。其中转录暂停（RNA Pol II 
promoter-proximal pausing）发生在启动子附近，当 RNA 合成 20-30nt 的时候，由
于负性转录因子的作用 Pol II 暂停转录[1]。转录暂停对于细胞应激反应，以及特
定基因的快速表达具有重要意义，转录暂停的解除需要正性转录因子 b 发挥作
用。 
RNA 聚合酶 II 转录暂停释放是转录过程中非常重要的调控步骤，这一过
程对于调控转录延伸具有重要意义。延伸过程尤其转录暂停越来越多的出现在研
究者视野里的原因有两点：其一，越来越多的证据表明转录暂停是转录过程的重
要调控过程；其二转录延伸过程对于 RNA 后续的剪接等也具有重要作用。正性
转录因 b 能够解除 Pol II 的转录暂停，研究者也已经知道 Brd4 以及 SECs 都能招
募正性转录因子 b，但其中的详细机制并不清楚。目前研究者研究转录暂停的方
法主要有 GRO-Seq、Chip-Seq、scRNA-Seq、Permanganate footprinting 等。这些
方法难重复、实验周期长、技术难度大、工作数据量大等缺点成为研究转录暂停
与释放的阻碍。 
我们通过 ChIP-Seq 分析发现了 Brd4 和 SEC 共同调控 RNA 聚合酶 II 在
启动子区转录暂停与释放，并发现 HMBA 药物诱导 pausing-release 的药物模型，
在此基础上建立 LESN 核质分离及 MN-chip-silver staining 的方法。通过这两种
方法的建立能够更方便快捷的研究 RNA 聚合酶 II 的 pausing-release，从普遍意
义上来说对于研究转录延伸的调控过程具有重要意义。另外我们还通过三种方法
统一验证了 Brd4＆SEC 共同调控 RNA 聚合酶 II 转录暂停与释放的这一结论。 
1.1 真核生物的基因转录 
以 DNA 为模板合成 RNA 是基因转录的过程，这一过程对于细胞的生长和
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分化具有十分重要的意义。转录的过程是由 RNA 聚合酶（Pol）和其他转录因子
共同调控完成[2-4]。不同于原核生物只有一种 RNA 聚合酶，真核生物具有更为复
杂的转录调控方式。 
1.1.1 真核生物 RNA 聚合酶的类别 
在真核生物中主要有 3 种 RNA 聚合酶，其转录产物与点如表 1.1 
 
表 1.1 真核生物不用 RNA 聚合酶类型 
Table 1.1 different kinds of RNA polymerase 
 
其中 Pol II 的转录产物是核内不均一 RNA（heterogeneous nuclear RNA，
hnRNA）,hnRNA 是 mRNA 的前体，经过剪接为成熟 mRNA 后被运送到细胞质
成为合成蛋白质的模板。 因此在真核生物中，编码蛋白的基因是由 RNA Pol II
完成的。而这一过程是所有转录类型中最为复杂和精密的，其中参与这个过程的
蛋白因子有 60 多种[5]（见下表 1.2），其他类型的转录需要的蛋白因子只是其中
的少部分。本文所研究的转录重点就是由 RNA Pol II 负责调控的复杂精密的过
程。  
 
表 1.2 酿酒酵母 RNA 聚合酶 II 的转录因子和激活蛋白[1] 
Table1.2 S. cerevisiae RNA Pol II general transcription factors and coactivators 
RNA 聚合酶
类型 
 
细胞定位 产物 相对活性 
对鹅膏蕈碱的 
敏感程度 
Pol I 核仁 rRNA 50%-70% 不敏感 
Pol II 核质 hnRNA 20%-40% 敏感 
Pol III 核质 tRNA 10%左右 有物种差异 
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1.1.2 RNA 聚合酶 II 的结构及 CTD 的调控 
随着技术的发展以及人们对于转录过程研究的加深，RNA 聚合酶的结构也被
研究的越来越清楚，目前研究得较清楚的是酵母的 RNA 聚合酶 II：由 12 不同分
子量（8-192KD）的亚基（Rpb1-Rpb12）构成[6]。在 Pol II 最大的亚基（Rpb1）
的末端有一个其他 RNA 聚合酶都没有的 CTD(C-terminal domain)结构，这个 CTD
由 25-52 个 YSPTSPS 多肽重复序列组成。其中 2 位和 5 位丝氨酸可以发生磷酸
化与去磷酸化并以此调节 Pol II 在转录过程中的作用。目前，对于 Pol II 结构解
析的较为清楚地是十亚基类型的(缺少 Rpb4 和 Rpb7)。见下图。 
 
 
图 1.1 RNA 聚合酶 II 几种亚基的结构图 
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